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CS 法には以下に示すように解決すべき問題点がある。第一に、PCR 産 物の DNA
シ ー ク エ ン ス 解 析 を 行 う 場 合 、 PCR 産 物 中 の deoxyribonucleic acid 
triphosphate (dNTP)や P CR プライマーの不活性化が必要であるが、この操作
は処理の煩雑さおよびコストを増大させる要因となっている。また、PCR 産




行った場合、GC 含 量が多い DNA領域などは解読不能となることが多い。以上
を背景として、CS 法 での問題点が解消される新規な DNAシークエンス解析の
方法と技術が求められていた。 
 本論文においては、大腸菌ファージ T7由来の T7 RNA polymerase（T7 RNAP）
を用いた in vitro転写反応をジデオキシ法に応用し、CS 法 を凌駕する新規
な DNAシークエンス解析法としての「転写シークエンス（ TS）法」を開発し、
その基盤となる研究成果をまとめている。  
第１章では、CS 法 による DNAシークエンス解析法の原理を概説し、解決す
べき問題点を整理して、本研究の意義と目的を明らかにしている。 
 第２章では、本研究で用いた主な実験方法について記述している。 
 第３章では、 T7 RNAP の基質として認識可能な蛍光ターミネーターの開発
を行っている。 DNA シークエンサーにおいて異なる蛍光として検出可能であ
る 4 種 の 蛍 光 体 、 6-carboxy tetramethyl rhodamine（ TMR ）、 6-carboxy 
X-rhodamine（ROX）、5-carboxy rhodamine6G（ R6G）、5-carboxy rhodamine11 0 
(R110)を、それぞれ 3'-dUTP、3'-dCTP、3'-dATP、3'-dGTP に付加した TMR-3' 
-dUTP( Dye-U)、 ROX-3'-dCTP( Dye-C)、 R6G-3'-dATP (Dye-A), R110-3'-dGTP 
(Dye-G)の 構築を行っている。とくに、構築した蛍光ターミネーターが、T7 
RNAP の基質となりうるのかどうかについて、in vitro転写反応を用いて検討
している。Dye-U および Dye-G では、シークエンスシグナルが検出されたが、





ン鎖長 (CH2)nを、n=1 から n=4 に変更することで、Dye-Aと Dye-C の両者にお
いて、シークエンスシグナルの検出を可能とした。以上の検討により、TS 法
に適した蛍光ターミネーターの開発に成功している。RNAP により取り込まれ
 る蛍光ターミネーターの構築に関する報告例はこれまでになく、TS 法 を構築
する上で基礎と応用の両面から有意義な成果として高く評価できる。 
 第４章では、3'-dNTP を基質として認識し polymerase活性部位との結合に
よる 3'-dNTP の 取り込みに関与する T7 RNAP のアミノ酸残基の特定により、
第３章の検討において低い取り込み効率であることが推測された蛍光ターミ
ネーターの取り込みを改善した T7 RNAP 変異体を構築している。T7 RNAP の
polymeraseドメインにおいて、 NTP 結 合に関与する部位と考えられる領域お
よびその近傍に位置する 6 つのフェニルアラニン残基を選択し、3'-OH 基 と
の相互作用部位の候補としてチロシン残基に置換することで、3'-dNT P と の
相互作用を形成させる点変異体遺伝子を構築している。得られた各変異体酵
素標品について、 [α-32P]UTP 存在下で 3'-dATP を添加して in vitro転写反
応を行い、 3'-dATP の取り込みに関する酵素種間の違いを評価している。T7 
RNAP F6 44Y お よび F6 67Y を用いた場合、野生型 T7 RNAP を用いた場合と比較
して、放射活性の値が約 20%に 減少することを見出している。さらに、TS 法
においても F644Y お よび F6 67Y の使用により、蛍光ターミネーター由来のシ
ークエンスシグナルが上昇し、その結果、シークエンスエラーが減少するこ








重 鎖 形 成 能 が 弱 い inosine triphosphate（ rITP ） や 7-deaza-guanosine 
triphosphate（c7-rGTP）を rGTP と置換することで、シークエンスエラー発
生の原因のひとつである RNA分子における二次構造形成の抑制に成功してい
る。この成果を踏まえ、c7-rGTP を使用して、ヒト大腸がん細胞株 HT29 の p53 
遺伝子配列を有する PCR 産物中に存在する点変異(R274H) の正確な解析に成
功している。同時に、この解析を通じて、未精製 PCR 産 物の DNAシークエン
ス解析も可能であることを明らかにしている。また、DNA量がわずかな場合
(10 ng)でも、TS 法は CS 法に比べ優れた解析精度を示すことを実証している。




 第６章では、 TS 法と CS 法 の DNAシークエンス反応時間について評価を行
っている。プラスミド DNAを鋳型として用いた場合、5 分間の反応では、TS
法の場合 99. 5％ 以上（解読鎖長 400 bp）の精度での解析が可能であったが、
 CS 法 では解読可能なシークエンスシグナルが得られないことを明らかにし
ている。さらに詳細な検討の結果、DNAシークエンス解析に必要な反応時間




 第７章では、CS 法 においてシグナルの急激な減衰や停止を伴い解析が困難
な DNA領域（難解読領域）に対して、TS 法 による解析とその評価を行ってい
る。とくに、ヒトゲノム DNA由来で解析の困難であった GC 含有率 80%以上の
DNA領域や GT リ ピート領域などについて、シグナル停止等を伴わず高いシー
クエンス精度での解析が可能なことを明らかにしている。TS 法を用いること
で様々な難解読領域の解読に成功した内容は、新規かつ独創的な成果であり、





法の開発に成功している。TS 法 により、従来困難であった未精製 PCR 産物の
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